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Določanje nepolarnih benzotriazolov v okolju 
 
Povzetek: 
Nepolarni benzotriazoli, ki jih v literaturi pogosto poimenujejo tudi benzotriazolni UV 
stabilizatorji, so zaradi zmožnosti absorpcije svetlobe v širokem delu UV področja 
industrijsko izredno pomembne kemikalije. Njihova uporaba narašča povsod po svetu, 
najpogosteje pa jih najdemo v šamponih, zobnih pastah, barvah za lase, laku za nohte, 
ličilih, kontaktnih lečah in podobnih izdelkih. Razširjena uporaba kot posledica 
antropogenih aktivnosti vodi v dokazano akumulacijo v okolju. Povišane vrednosti so 
bile dokazane v različnih morskih in obmorskih organizmih povsod po svetu, pa tudi v 
vodnih  in sedimentnih vzorcih.  
V diplomskem delu sem se posvetil pregledu do sedaj razvitih metod za določanje 
nepolarnih benzotriazolov. V eksperimentalnem delu sem optimiziral pogoje za 
separacijo na koloni za tekočinsko kromatografijo z visoko ločljivostjo z detektorjem na 
serijo diod.  
V do sedaj razvitih metodah kot ekstrakcijski način za analizo tekočih vzorcev 
prevladuje ekstrakcija na trdno fazo, zasledimo pa tudi uporabo ekstrakcije na magnetno 
mešalo, mikroekstrakcijo na trdno fazo in ekstrakcijo tekoče-tekoče z lijem ločnikom. 
Med ekstrakcijskimi tehnikami za analizo sedimentnih in bioloških vzorcev pa 
prevladuje Soxhletova ekstrakcija, zasledimo pa lahko tudi ekstrakcijo s topili pod 
tlakom, ultrazvočno ekstrakcijo, ekstrakcijo s topili z visokimi hitrostmi, ekstrakcijo s 
stresanjem in ekstrakcijo z mikrovalovi. Separacija posameznih kemijskih zvrsti 
najpogosteje poteka na GC oziroma HPLC kolonah in njihovih naprednejših 
modifikacijah, za detekcijo pa se uporablja sklopitev z MS oz. MS/MS.  
V eksperimentalnem delu sem določil optimalni gradient mobilne faze in dosegel ostre 
in dobro ločene kromatografske vrhove s sorazmerno kratkim časom analize. 
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Determination of non-polar benzotriazoles in the environment 
  
Abstract: 
Non-polar benzotriazoles, commonly known as benzotriazole UV stabilizers, are 
capable of absorbing radiation in a broad UV spectrum, making them extremely 
important industrial chemicals. In recent decades, the use of non-polar benzotriazoles 
has increased in all parts of the world, they are frequently found in shampoo, toothpaste, 
hair dyes, nail polish, make-up, contact lenses and similar products. Their widespread 
use as a result of anthropogenic activity leads to a proven accumulation in the 
environment. Elevated levels have been found in a wide range of marine and coastal 
organisms around the world, as well as in water and sediment samples. 
In my diploma thesis I concentrated on the verification of the methods developed so far 
for the determination of nonpolar benzotriazoles. In the experimental part I optimized 
the conditions for the separation on a high performance liquid chromatography column 
with a diode array detector. 
In the methods developed so far, solid phase extraction predominates as an extraction 
technique for the analysis of liquid samples. The use of sorptive stirred rod extraction, 
solid-phase microextraction and liquid-liquid extraction with a funnel separator is also 
frequently observed. Among the extraction techniques for the analysis of sediments and 
biological samples, Soxhlet extraction predominates. Pressure liquid extraction, 
ultrasonic extraction, high speed solvent extraction, "shaking" extraction and 
microwave assisted extraction were also used. The separation of individual chemical 
species is usually performed on GC or HPLC columns and their modifications, coupled 
with MS or MS /MS detector. 
In the experimental part I successfully optimized the gradient of the mobile phase, 
resulting in sharp and well separated chromatographic peaks with a relatively short 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
ACN  acetonitril 
BCF faktor biokoncentracije (ang. bioconcentration factor) 
BUVS  benzotriazolni UV stabilizatorji 
BTA  benzotriazoli 
BZPF 2-(2H-benzotriazol-2-il)-4,6-di-terc-pentilfenol 
CLBZ 5-klorobenzotriazol 
DAD detektor s serijo diod (ang. diode array detector) 
DCM diklorometan 
ECD detektor na zajetje elektronov (ang. electron capture detector) 
FID plamensko-ionizacijski detektor  (ang. flame ionization detector) 
FPD plamensko-fotometrični detektor  (ang. flame photometric detector) 
GC plinska kromatografija (ang. gas chromatography) 
HPLC tekočinska kromatografija z visoko ločljivostjo (ang. high-performance liquid 
chromatography) 
HSSE ekstrakcija s topili z visoko hitrostjo (ang. high speed solvent extraction) 
LC tekočinska kromatografija (ang. liquid chromatography) 
MQ ultraprečiščena voda, pridobljena z MilliQ sistemom 
MSD  masno selektivni detektor  (ang. mass selective detector). 
NPD dušik-fosforjev detektor  (ang. nitrogen-phosphorous detector) 
PLE ekstrakcija s topili pod tlakom (ang. pressurized liquid extraction) 
SFC superkritična fluidna kromatografija (ang. supercritical fluid chromatography) 
SPE ekstrakcija na trdno fazo (ang. solid phase extraction) 
TBZMF 2-terc-butil-6-(5-kloro-2H-benzotriazol-2-il)-4-metilfenol 
TCD detektor na termično prevodnost (ang. thermal conductivity detector) 



























Svetovna prenaseljenost je gotovo eden izmed glavnih problemov, s katerim se bo 
potrebno v prihodnosti ukvarjati. Samo v zadnjih petdesetih letih se je svetovna 
populacija namreč več kot podvojila [1]. S tem se je povečala  potreba po industrijskih 
surovinah in s tem tudi kemikalijah, na katerih temelji njihova proizvodnja. Čeprav nam 
kemikalije omogočajo lagodnejši in do neke mere varnejši način življenja, kot je bil v 
preteklosti, pa pretirana uporaba težje razgradljivih umetnih sredstev vodi v postopno 
akumulacijo v okolju. Tako je naloga znanosti, da razvije postopke za določevanje 
koncentracij nezaželenih spojin, postopke za odstranjevanje teh spojin iz okolja, 
predvsem pa tudi njihov morebiten negativen vpliv tako na človeško populacijo, kot 
tudi na celoten ekosistem.  
Pomemben del področja analizne kemije se ukvarja z analitiko okolja in v okolju 
prisotnih onesnaževal. Onesnaževala predstavljajo vse kemikalije, ki so ekosistemu 
povsem tuje, oziroma so prisotne v bistveno previsokih koncentracijah in posledično 
povzročajo motnje. V zadnjih letih se del okoljske analitike onesnaževal ukvarja z 
raziskavami ˝novih onesnaževal˝ (ang. contaminants of emerging concern), med katera 
spadajo predvsem razne farmacevtske učinkovine in produkti za osebno nego. EPA 
(United States Environmental Protection Agency) ugotavlja, da so nova onesnaževala v 
vodnem okolju v zadnjih letih in desetletjih čedalje bolj prisotna. Mnogo novih 
onesnaževal ima lastnosti hormonskih motilcev, kar pogosto vodi v kronično toksičnost 
in vpliva na razmnoževanje različnih organizmov, najpogosteje morskih. Pogosto je 
vpliv prisotnosti teh kemikalij v času rasti zarodka jasno viden šele v odrasli dobi [2].  
Med nova onesnaževala spadajo tudi benzotriazoli, ki se uporabljajo kot UV 
stabilizatorji v različnih kozmetičnih produktih in produktih iz plastike. Pogosta 
uporaba vodi v okoljsko akumulacijo, ki je v veliki meri odvisna od polarnosti oziroma 
nepolarnosti benzotriazolov. Polarni benzotriazoli so najpogosteje prisotni v 
raznovrstnih vodnih vzorcih, nepolarni benzotriazoli pa se poleg teh akumulirajo 
predvsem v živih organizmih in sedimentih,  najdemo pa jih tudi v odpadnem blatu 
čistilnih naprav.  
V diplomskem delu sem se osredotočil na pregled do sedaj razvitih metod za določanje 
nepolarnih benzotriazolov. V eksperimentalnem delu sem se posvetil optimizaciji 
HPLC metode za  separacijo treh analitov na kromatografski koloni. Prisotnost analitov 





































Benzotriazoli (BTA) so organske molekule, katerih osnovno ogrodje sestavlja fenilni 
obroč, na katerega je pripet petčlenski obroč iz treh dušikovih atomov. Spadajo med 
heterociklične spojine. Levo na sliki 1 je prikazana molekula osnovnega benzotriazola. 
Osnovna delitev benzotriazolov poteka na polarne in nepolarne, ki se zaradi precej 
različne zgradbe razlikujejo tudi v kemijskih in fizikalnih lastnostih, industrijski 
uporabnosti in načinih akumulacije v okolju. 
Med polarne benzotriazole poleg osnovnega benzotriazola spadajo tudi njegovi polarni 
derivati, pri katerih so na fenilni obroč pripete različne skupine, najpogosteje so to 
kloridne, hidroksilne ali pa metilne. Tako pride do nastanka dipola med fenilnim (manj 
polarnim) koncem in koncem, na katerem se nahajajo trije dušikovi atomi. Ta konec 
zaradi elektronegativnosti dušikovih atomov deluje bolj polarno. Zaradi razlik v 
polarnosti med obema koncema se ustvari dipol. Desno na sliki 1 je prikazan 
preiskovani polarni klorobenzotriazol (ClBZ).  
Nepolarni benzotriazoli vsebujejo hidroksifenilno skupino, vezano na srednji dušikov 
atom v petčlenskem obroču. Posledično si lahko predstavljamo, da vsaka molekula 
nepolarnih benzotriazolov vsebuje tri dele in sicer nepolarni – polarni – nepolarni. Vpliv 
dveh nasprotujočih si dipolov se izniči in posledično molekula deluje manj polarno 
oziroma nepolarno. Preiskovani spojini sta predstavljeni na sliki 2. 
V skladu z naslovom in namenom diplomskega dela se bom v sledečih poglavjih 
osredotočil na lastnosti, uporabo v industriji ter okoljsko akumulacijo nepolarnih 
benzotriazolov, predvsem preiskovanih 2-terc-butil-6-(5-kloro-2H-benzotriazol-2-il)-4-
metilfenol (TBZMF)  in  2-(2H-benzotriazol-2-il)-4,6-di-terc-pentilfenol (BZPF). 
       
Slika 1: Benzotriazol (levo)  in preiskovani ClBZ (desno) (pridobljeno iz podatkovne 
baze Scifinder) 
           
Slika 2: Preiskovana nepolarna benzotriazola BZPF (levo) in TBZMF (desno) 
(pridobljeno iz podatkovne baze Scifinder) 
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2.1. Kemijske in fizikalne lastnosti nepolarnih BTA 
 
V tabeli 1 so zbrane molekulske formule ter za razvoj analiznih metod najbolj 
pomembne fizikalne lastnosti preiskovanih spojin. 
Tabela 1: Preiskovane spojine s pripadajočimi molskimi masami (v g/mol) in 
najpomembnejšimi lastnostmi: logKow (pri 25 °C in pH=7), topnost v vodi (v g/L pri 25 
°C in pH=7),  pKa (pri 25 °C) in BCF – faktor biokoncentracije (ang. bioconcentration 




Tako iz strukturne formule ClBZ, kot tudi navedenih fizikalnih lastnosti je opazno, da 
molekula ne spada med nepolarne benzotriazole. CLBZ ne vsebuje hidroksifenilne 
skupine, vezane na katerega izmed dušikovih atomov. Pri ClBZ je atom klora vezan na 
mesto 2 na fenilnem obroču. Tako so si polarnejši atomi v molekuli na nasprotnih 
straneh, posledično se dipol nekoliko izniči in molekula deluje manj polarno kot 
molekula osnovnega benzotriazola. Sklep, vezan na zgradbo tega analita, potrjujejo tudi 
njegove fizikalne lastnosti, saj je logKow večji kot pri osnovnem benzotriazolu, kjer le-ta 
znaša 0,54. Tako lahko predvidevamo, da bo CLBZ možno določati z enakimi 
metodami kot nepolarne benzotriazole. Razliko v polarnosti med ClBZ in drugima 
opisanima nepolarnima benzotriazoloma opazimo v razlikah v topnosti v vodi pri 25 °C 
in pH=7. ClBZ se v vodi topi opazno bolje kot TBZMF in BZPF, ki sta v vodi zelo 
slabo topna. Podobno informacijo dobimo tudi iz podatkov o porazdelitvenih 
koeficientih in faktorjih biokoncentracije, večji kot je namreč logKow , raje se bo 
molekula zadrževala v organskem (nepolarnem) okolju. Višina faktorja 
biokoncentracije je merilo za tendenco molekule po bioakumulaciji. BZPF in TBZMF 
bosta zato prevladovala v bioloških vzorcih in sedimentih, medtem ko bo ClBZ v večji 
meri prisoten v vodi. Na podlagi podanih pKa lahko sklepamo, da bodo imeli vsi trije 
analiti v vodi lastnosti šibke kisline.  
Izmed preiskovanih spojin imata vlogo UV stabilizatorja samo BZPF in TBZMF, ClBZ 
te vloge nima. 
 
Analit Molekulska Molska logK ow Topnost pK a BCF
 formula masa
CLBZ C6H4ClN3 153,57 2,00 5,8 7,46 18,3
BZPF C22H29N3O 351,49 7,86 1,7 x 10
-4
8,85 5,52 x 10
5
TBZMF   C17H18ClN3O 315,8 6,81 3,5 x 10
-4




2.2. Uporaba in aplikacije nepolarnih BTA v industriji 
 
Nepolarni benzotriazoli se najpogosteje uporabljajo kot organski UV stabilizatorji, v 
literaturi jih pogosto poimenujejo s kratico BUVS (ang. benzotriazole UV stabilizers). 
Ravno zaradi zmožnosti zaščite površine pred UV svetlobo in hkrati rastoči vsesplošni 
zaskrbljenosti zaradi širjenja ozonske luknje so BUVS začeli dodajati raznovrstnim 
produktom. Sposobnost absorpcije UV žarkov in s tem zaščite raznovrstnih površin 
pred fotorazgradnjo je posledica planarne zgradbe celotne molekule, kar omogoča 
razporeditev energije, prejete z vpadno svetlobo [3].  Industrijsko zaželena je zaščita 
pred sevanjem v območju med 290 in 400 nm, saj v tem področju ozon svetlobe ne 
absorbira tako dobro kot pri nižjih valovnih dolžinah [4].  Nepolarni benzotriazoli so 
sposobni absorbirati svetlobo tako v UV-A (320-400 nm), kot tudi v UV-B (280-
320 nm) področju [5].  V osnovi so bili sicer pripravljeni izključno za uporabo v kremah 
za zaščito pred soncem, vendar se je kasneje njihova uporaba razširila še na ostale 
produkte: šampone, zobne paste, barve za lase, lak za nohte, ličila in kontaktne leče. 
Poleg naštetega se uporabljajo tudi kot UV stabilizatorji v raznovrstnih produktih iz 
plastike, kot so barve, gradbeni material, čevlji in športna oprema [5,6]. Z aplikacijo 
BUVS na površine omenjenih snovi preprečimo fotorazgradnjo in oksidacijo na 
površini polimernih materialov. Uporaba in proizvodnja nepolarnih benzotriazolov od 
osemdesetih let naprej narašča tako v ZDA, kot tudi v Evropi in na Japonskem [4].  
V literaturi se v izogib uporabi predolgih imen nepolarnih benzotriazolov uporabljajo 
posebne oznake. Pripadajoči oznaki sta UV-326 za TBZMF in UV-328 za BZPF.  
 
2.3. Toksičnost in okoljska akumulacija nepolarnih BTA 
 
Benzotriazoli v okolje prehajajo kot posledica različnih antropogenih aktivnosti, 
predvsem neposredno iz kože pri kopanju v rekah, morjih in jezerih, oziroma je njihova 
okoljska prisotnost lahko posledica nepopolnega čiščenja po prehodu vode skozi čistilne 
naprave [7]. Prisotnost nekaterih BUVS je bila dokazana v vzorcih, odvzetih iz morskih 
sedimentov v morju v okolici Japonske, prav tako pa tudi iz vzorcev, odvzetih iz živih 
organizmov in sicer ostrig, rakov, nekaterih vrst rib in drugih vrst morskih in obmorskih 
organizmov. Skupne koncentracije preiskovanih BUVS (UV-320, UV-326, UV-327 in 
UV-328) so znašale med 0,3 ng/g
 
mokrega vzorca (brancin) do 80 ng/g mokrega vzorca 
(morski pes) [6]. Prisotnost UV-328 nad mejo kvantifikacije je bila potrjena tudi v vseh 
odvzetih vzorcih jeter rib v nemških rekah, medtem ko prisotnosti UV-326 niso zaznali 
[8]. V podobni raziskavi [7] so določali koncentracijo UV stabilizatorja oktokrilena  v 
jetrih naključno najdenih mrtvih delfinov vzdolž brazilskih obal. Koncentracije so 
znašale med 89 in 782 ng/g. V tem primeru sicer ne gre za primer nepolarnega 
benzotriazola, vendar za podobno lipofilno molekulo, za katero lahko utemeljeno 
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sklepamo, da se v okolju biomagnificira. Raziskava [8], kjer so določevali koncentracije 
več nepolarnih benzotriazolov v sedimentnem blatu rek v Nemčiji, je še dodatno 
potrdila prisotnost nepolarnih benzotriazolov v okolju. Vrednost za UV-326 je znašala 
12 ng/g suhega vzorca, vrednost za UV-328 pa 4,6 ng/g suhega vzorca. Raziskovalna 
skupina je na splošno poročala o približno enakih koncentracijah, kot so jih izmerili tudi 
v drugih raziskavah. Koncentracije UV-326 v sedimentnih vzorcih iz Ariaškega morja 
so znašale med 1,5 in 200 ng/g suhega vzorca, koncentracije UV-328 v vzorcih, 
odvzetih iz istega področja, pa so se gibale med 2,6 in 320 ng/g suhega vzorca [6]. 
Čeprav se BUVS zaradi svoje lipofilne narave akumulirajo pretežno v sedimentih in 
bioloških vzorcih, so v določenih raziskavah merili tudi njihovo koncentracijo v 
morskih in površinskih vodah ter podtalnici. Vrednosti se glede na geografska področja 
močno razlikujejo, običajno znašajo od nekaj deset do nekaj sto ng/L vzorca. Vrednosti 
v vodah po prehodu skozi čistilne naprave so seveda manjše kot pred prehodom, vseeno 
pa ne zanemarljive. Večinoma se nahajajo v območju 1 – 10 ng/L, čeprav nekatere 
raziskave pričajo tudi o bistveno višjih vrednostih [5].  
Prisotnosti BUVS pa ne moremo pričakovati le v naravi, temveč tudi v mestnem okolju 
in samih stanovanjih. Prisotnost sedmih BUVS, med drugim tudi dotičnih UV-326 in 
UV-328, so potrdili v vzorcih hišnega prahu iz stanovanj na Filipinih. Povprečni 
vrednosti v mestu Malate sta znašali 53 ng/g za UV-326 in 50 ng/g za UV-328.  
Preučevali so tudi človeško izpostavljenost BUVS, kjer so prišli do ugotovitev, da je 
izpostavljenost odraslih oseb minimalna, medtem ko je izpostavljenost dojenčkov in 
majhnih otrok veliko višja [9]. Še bolj zaskrbljujoča od akumulacije nepolarnih 
benzotriazolov v hišnem prahu pa je akumulacija v materinem mleku, katero je potrdila 
raziskava na podlagi vzorcev iz Vietnama, Japonske in Filipinov. Izmed vseh analitov je 
bil UV-328 prisoten v kar 98 % odvzetih vzorcev, UV-326 pa v 9,1 %. Vstop v telo je 
najverjetneje posledica uporabe produktov za osebno nego. Koncentracije v odvzetih 
vzorcih sicer ne presegajo referenčnih vrednosti, vendar pa posledice dolgoročne 
izpostavljenosti še niso natančno raziskane [10].  
Pri koncentracijah približno 50 µM in pred metabolizmom je bilo za nekatere BUVS 
(med njimi tudi obravnavana UV-326 in UV-328) dokazano šibko antagonistično 
delovanje na človeške androgene receptorje. Po metabolizmu pa se je za UV-328 
antiandrogena aktivnost znatno povečala, medtem ko je za vse ostale preiskovane 
BUVS ostala enaka, oziroma se je rahlo zmanjšala [11]. Druge raziskave [7] prav tako 
navajajo morebitno estrogeno in antiandrogeno delovanje, poleg teh pa se toksičnost 
lahko odraža tudi v motnjah razmnoževanja in vplivu na regulacijo metabolizma. 
Toksični učinki nekaterih nepolarnih benzotriazolov so ponekod že splošno sprejeta 
dejstva, kar se odraža v prepovedi proizvodnje, uporabe in uvoza [6]. 
Razpolovni časi BUVS znašajo med 340 in 540 dni za prisotnost v sedimentih, med 38 
in 60 dni za prisotnost v vodi in med 0,5 in 1,2 dneva za prisotnost v zraku [10]. 
7 
 




Kromatografija je analizna tehnika, ki se uporablja za separacijo zmesi.  Izraz 
˝kromatografija˝ izvira iz grških besed ˝chroma˝, ki pomeni ˝barvo˝ in ˝graphein˝, ki 
pomeni ˝pisati˝. Zgodovinski začetki segajo v začetek dvajsetega stoletja, ko je ruski 
botanik Mikhail Tswett uporabil kolono, napolnjeno s CaCO3, za ločevanje rastlinskih 
pigmentov. Pogosteje se je metoda začela uporabljati v obdobju po drugi svetovni vojni, 
kar je vodilo v aplikacijo metode za namen okoljske analitike. Dandanes je 
kromatografija najpogosteje uporabljana tehnika v področju kemijske analitike [12]. 
Osnova vseh tipov kromatografije je ločevanje zmesi v danem vzorcu na podlagi 
porazdelitve posameznih komponent med mobilno (potujočo) in stacionarno (mirujočo) 
fazo. Tako na podlagi razlik med stacionarnimi in mobilnimi fazami ločimo več tipov 
kromatografij, najpogosteje se uporabljajo plinska kromatografija (GC), tankoplastna 
kromatografija (TLC), superkritična fluidna kromatografija (SFC) in tekočinska 
kromatografija (LC). Glavni karakteristiki rezultatov nekaterih kromatografskih tehnik 
sta retencijski čas oz. tR, ki predstavlja kvalitativno karakteristiko, in višina oz. ploščina 
kromatografskega vrha, ki predstavlja kvantitativno karakteristiko.  
 
3.1.1. Planarna kromatografija  
 
Med planarne kromatografske tehnike štejemo papirno kromatografijo ter tankoplastno 
kromatografijo. Glavna razlika med njima je v materialu stacionarne faze; pri prvi je to 
papir, pri drugi pa je kromatografsko sredstvo nanešeno na nosilec iz nekega drugega 
materiala. Kot kromatografsko sredstvo je najpogosteje v uporabi silikagel, ki je zelo 
polarna, rahlo kisla faza, primerna za ločevanje manj polarnih in ne preveč bazičnih 
spojin. Drugi pogosto uporabljeni sorbent je aluminijev oksid. Tankoplastna 
kromatografija je dandanes skorajda popolnoma izrinila papirno [13]. 
Planarna kromatografija ima svoje prednosti in slabosti. Glavni prednosti sta gotovo 
nizka cena in enostavnost, ki še vedno omogoča solidno kvalitativno analizo. Slabosti 
sta slabša ločba in neprimernost za natančno kvantitativno delo [13]. Tankoplastna 
kromatografija se najpogosteje uporablja pri organskih reakcijah, ko preverjamo, ali je 
določen reaktant že zreagiral do konca.  
Detekcija spojin le redko poteka s prostim očesom, pogosteje je v uporabi detekcija pod 
UV-svetlobo; v poštev pride samo pri spojinah, ki absorbirajo v UV delu spektra. To so 
po navadi spojine, ki vsebujejo dovolj velik sistem konjugiranih dvojnih vezi, med te 
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spadajo aromati in heteroaromati. Spojine, ki ne absorbirajo v tem delu spektra, lahko 
naredimo vidne tako, da ploščo orosimo z raztopino reagenta, ki daje s spojinami 
barvno reakcijo. Možna je tudi detekcija s parami joda. Ta se raztaplja v organskih 
spojinah in lise posledično obarva [13]. 
 
3.1.2. Plinska kromatografija (GC) 
 
Pri plinski kromatografiji je mobilna faza inertni  plin. Na proces separacije plin nima 
večjega vpliva, deluje le kot potisno sredstvo za posamezne komponente. Ločba na 
kromatografski koloni temelji na interakcijah analita s stacionarno fazo oziroma na 
adsorpciji v stacionarni fazi. Bolj hlapne komponente oziroma tiste, ki tvorijo s 
stacionarno fazo šibkejše interakcije, se bodo izločile najhitreje. Pogoja za ločevanje 
spojin s plinsko kromatografijo sta njihova hlapnost in termična stabilnost [12]. 
Kromatografski sistem je sestavljen iz štirih osnovnih komponent: jeklenke z nosilnim 
plinom (He, N2, H2), injektorja, temperaturno kontrolirane kromatografske kolone in 
detektorja. Na sliki 3 je poenostavljen prikaz sistema za plinsko kromatografijo. Idealen 
injektor je sposoben v začetek kolone spraviti majhen, ozek in ponovljiv pas vzorca. 
Kromatografske kolone imajo po navadi premer med 100 µm in 4 mm, njihova dolžina 
pa lahko sega tudi do več deset metrov. Stacionarna faza je lahko trdna ali pa tekoča. 
Tekoče stacionarne faze morajo biti predvsem inertne in stabilne pri visokih 
temperaturah [12]. 
Eluent kromatografske kolone je usmerjen v enega izmed uporabljenih detektorjev. Ti 
povzročijo tvorbo signala, ki je proporcionalen glede na količino vzorca v detektorju v 
danem trenutku. V uporabi so detektor na termično prevodnost oz. TCD (ang. thermal 
conductivity detector), plamensko-ionizacijski detektor oz. FID (ang. flame ionization 
detector), detektor na zajetje elektronov oz.  ECD (ang. electron capture detector), 
plamensko-fotometrični detektor oz. FPD (ang. flame photometric detector), dušik-
fosforjev detektor oz. NPD (ang. nitrogen-phosphorous detector) in masno selektivni 











Slika 3: Poenostavljen prikaz sistema za plinsko kromatografijo (GC) 
 
3.1.3. Tekočinska kromatografija z visoko ločljivostjo (HPLC) 
 
Pogosto se zgodi, da so analiti, ki jih želimo analizirati, preslabo hlapni oziroma 
termično nestabilni. V tem primeru analiza z uporabo plinske kromatografije ni 
optimalna izbira. Takrat lahko analite določamo z uporabo tekočinske kromatografije z 
visoko ločljivostjo, ki deluje nekoliko drugače kot plinska kromatografija. Osnovna 
razlika je v mobilni fazi, ki v tem primeru ni več plin, temveč tekočina.  Najpogosteje se 
kot mobilno fazo uporablja zmes dveh tekočin, izmed katerih ima prva polarni, druga pa 
nepolarni značaj. HPLC lahko v nadaljevanju delimo na dva načina izvedbe, glede na 
polarnost oziroma nepolarnost mobilne in stacionarne faze.  
Pri normalno-fazni kromatografiji ločevanje analitov poteka na kromatografski koloni, 
polnjeni z delci polarnejšega značaja, kot so na primer organske molekule s cianidnimi 
oziroma aminskimi funkcionalnimi skupinami, pa tudi SiO2 in Al2O3. Mobilna faza ima 
pri normalno-fazni kromatografiji nepolarnejši značaj. Gradient mobilne faze ima sprva 
večji delež nepolarne komponente, skozi analizo pa narašča delež polarnejše 
komponente [12].  
Obratno pa velja za reverzno-fazno kromatografijo. Osnova stacionarne faze so tudi tu 
silikati, na katere pa so kemijsko vezane različne alkilne verige, sestavljene iz dveh, 
osmih ali pa osemnajstih zaporedno vezanih ogljikovih atomov. Tako ima celotna 
stacionarna faza nepolaren značaj. Po navadi so mobilne faze, ki se uporabljajo, dokaj 
polarne. Obratno kot pri normalno-fazni kromatografiji tu začenjamo gradient mobilne 
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faze z večjim deležem polarnejše komponente, delež nepolarnejše komponente pa skozi 
analizo postopoma narašča [12]. 
Poleg gradientne elucije, kjer se sestava mobilne faze skozi analizo spreminja, pa je 
včasih v uporabi tudi izokratska elucija, kjer je sestava mobilne faze skozi analizo 
konstantna. Gradientna elucija se po navadi uporablja, ko imamo v vzorcu večje število 
analitov oziroma se ti nahajajo v neznani oziroma kompleksni matrici. V primeru, da 
imajo ti analiti različno afiniteto do vezave na stacionarno fazo, lahko s pomočjo 
gradientne elucije skrajšamo čas analize [14].  
Osnovne komponente komercialnega tekočinskega kromatograma z visoko ločljivostjo 
so rezervoarji z mobilnimi fazami, razplinjevalec, črpalka za črpanje mobilne faze skozi 
kromatografsko kolono, mešalna komora, injektor, kromatografska kolona, detektor in 
sistem za obdelavo podatkov oziroma računalnik. Na sliki 4 je prikazan poenostavljen 
prikaz HPLC sistema. 
 
Slika 4: Poenostavljen prikaz sistema za tekočinsko kromatografijo z visoko 
ločljivostjo (HPLC) 
Mobilna faza mora biti čista in razplinjena, saj bi morebitna prisotnost neraztopljenih 
delcev sčasoma lahko zamašila kromatografsko kolono, mehurčki raztopljenega zraka 
pa bi lahko popačili končni zapis na kromatogramu. Zato se pri uporabi na HPLC 
uporabljajo še posebej čista topila (HPLC grade oznaka). Problem v topilu raztopljenih 
plinov v mobilni fazi rešuje razplinjevalec. Raztopljenih plinov se najpogosteje znebimo 
s stresanjem oziroma prepihovanjem mobilne faze s helijem, ki je v večini mobilnih faz 
zelo slabo topen [12].  
Najpomembnejša karakteristika HPLC črpalke je zmožnost konstantnega črpanja 
mobilnih faz skozi široko območje pretokov z veliko natančnostjo [12]. Konstanten 
pretok je posledica konstantnega tlaka, ki ga dosežemo z usklajenim gibanjem dveh 
batov, ki se gibljeta tako, da je eden v sesalnem, drugi pa v tlačnem hodu. Deli črpalke 
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so izdelani iz zelo kvalitetnih materialov, ki so odporni proti obrabi in koroziji. 
Večinoma so v uporabi že modernejše črpalke, ki lahko črpajo različna razmerja več 
topil hkrati, posledično lahko uravnavamo gradient mobilne faze. Črpalke morajo biti 
sposobne ustvarjati tlake do nekaj sto barov [13]. 
Dober HPLC injektor mora biti sposoben producirati ozek in ponovljiv pas vzorca v tok 
mobilne faze. Ker gre v tem primeru za sisteme pod visokim tlakom, je uporaba siringe 
nepraktična. Namesto tega se uporablja injektor s šestimi vhodi in dvema položajema: 
˝LOAD˝  in ˝INJECT˝. Ob injiciranju vzorca je injektor v položaju ˝load˝, kjer vzorec 
vbrizgamo v nekaj mikrolitrsko cevko. Presežek vzorca steče v odpad. Potem se 
injektor preklopi v položaj ˝inject˝. Takrat vzorec preko zanke tok mobilne faze potisne 




Slika 5: Prikaz delovanja injektorja v položaju ˝load˝ (levo) in položaju ˝inject˝ (desno) 
(prirejeno iz [15]) 
V naslednjem koraku mobilna faza z raztopljenim vzorcem preide v analizno kolono za 
ločevanje delcev. Pogosto ta vsebuje tudi predkolono, ki je namenjena filtriranju 
morebitnih raztopljenih delcev, ki bi lahko zamašili in uničili drago kromatografsko 
kolono [12]. Notranji premer analiznih kolon je po navadi okrog 4,6 mm, dolžina pa 
med 3 in 25 cm. Napolnjene so s poroznimi mikrodelci s povprečnimi premeri 3, 5 ali 
pa 10 µm, izdelane pa iz nerjavnega jekla. Učinkovitost in primernost takih kolon za 
analizo raznovrstnih analitov je odvisna od navedenih parametrov [14]. Ločba je boljša, 
v kolikor so delci polnila manjši, vendar so za vzdrževanje optimalnega pretoka 
posledično potrebni višji tlaki.  
Idealen detektor je univerzalen in čim bolj občutljiv, dajati mora hiter in ponovljiv 
odziv, ob tem pa imeti široko linearno območje in stabilnost signala. Edini pravi 
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univerzalni detektor je refraktometrični detektor, ki pa se zaradi slabše občutljivosti in 
nezmožnosti uporabe pri gradientni eluciji dokaj redko uporablja [12].  
Pogosteje je v uporabi UV-VIS detektor, ki deluje na podlagi Beer-Lambertovega 
zakona. Pogoj je, da analiti absorbirajo v področju UV in/ali vidne svetlobe, tj. 180 – 
800 nm. Uporaba pod 210 nm je problematična, saj v tem delu spektra absorbirajo tudi 
nekatera topila, ki jih lahko uporabljamo kot mobilno fazo. Obstajata dva načina 
uporabe UV-VIS detektorja. Pri prvem se kot vir svetlobe uporablja Hg žarnica, ki seva 
črtast spekter, pri katerem ima svetloba največjo intenziteto pri 254 nm. Ker veliko 
spojin ne absorbira pri tej valovni dolžini, se uporablja drugi način uporabe, kjer si 
lahko sami izberemo valovno dolžino, pri kateri bomo merili. Tu se uporablja 
devterijeva žarnica, ki seva kontinuirni spekter med 190 in 800 nm [14].  
Detektor s serijo diod oz. DAD (ang. diode array detector) je nadgradnja UV-VIS 
detektorja. Ta uporabniku omogoča uporabo vseh valovnih dolžin hkrati, tako da 
detektorsko celico v vsakem trenutku obsevamo s celotnim spektrom valovnih dolžin. 
posledično je rezultat takega načina graf s tremi osmi, ki prikazujejo odvisnost 
intenzitete od valovne dolžine skozi celoten čas snemanja. Tak detektor omogoča 
enostavno detektiranje analitov, katerih valovne dolžine absorpcijskih vrhov se močno 
razlikujejo. Dodatni prednosti sta določanje čistosti kromatografskih vrhov in 
dostopnost informacij o celotnem spektru določevanega analita [14].  
V primeru, da spojine ne absorbirajo v UV-VIS spektru, se najpogosteje uporabljajo že 
omenjeni refraktometrični detektor, elektrokemični detektor, detektor na sipanje 
svetlobe in detektor na nabiti aerosol.  
Tako pri GC kot HPLC je čedalje bolj v uporabi sklopitev z MS detektorjem. Prvi korak 
po prehodu eluenta izven separacijske kolone je ionizacija, katere načini se razlikujejo 
glede na to, ali gre za sklopitev z GC oziroma HPLC. Pri plinski kromatografiji sta 
najpogostejši ionizacija z elektroni oz. EI (ang. electron impact ionization) in kemijska 
ionizacija oz. CI (ang. chemical ionization). Pri tekočinskih kromatografijah pa se 
pogosteje uporabljata ionizacija z elektrorazprševanjem oz. ESI (ang. electrospray 
ionization) in kemijska ionizacija pri atmosferskem tlaku oz. APCI (ang. atmosferic 
pressure chemical ionization). Ionizacija pri molekulah povzroči nastanek 
molekulskega iona in posameznih molekulskih fragmentov, na podlagi katerih izvajamo 
detekcijo. Fragmente glede na razmerje mase z nabojem med seboj ločujejo masni 
analizatorji. V uporabi so najpogosteje analizator na magnetni razklon, kvadrupolni 
masni analizator, analizator na čas preleta in analizator na ionsko past. Tako molekulski 
ioni kot molekulski fragmenti glede na razmerje m/z (masa/naboj) priletijo na detektor, 
kjer sprožijo električni tok, ki ga merimo. Podatke lahko zbiramo na dva načina. Prvi je 
SIM (ang. selective ion monitoring), kjer izberemo specifične fragmente, ki jih želimo 
opazovati na kromatogramu. Pri TIC (ang. total ion chromatography) pa so vsi 
fragmenti posamezne molekule predstavljeni kot en signal. Tak način omogoča, da 
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lahko vsakemu kromatografskemu vrhu pripišemo vse fragmente, iz katerih je 
sestavljen [14].  




Ekstrakcija v kemijskem smislu pomeni proces, pri katerem želimo analit ločiti od 
matrice. Ločevanje temelji na podlagi porazdeljevanja med dvema fazama. Porazdelitev 
nikoli ni popolna, temveč vedno dosežemo ravnotežje v koncentraciji analita med 
obema fazama.  Ekstrakcijske tehnike najpogosteje uporabimo za predkoncentracijo 
vzorca pred analizo, ločevanje analita od matrice oziroma ločevanje produkta iz zmesi 
komponent po končani kemijski reakciji. Slednje je bolj kot na področju analizne 
pogosto na področju organske kemije. Izbira ekstrakcijske tehnike je odvisna od 
lastnosti vzorca, s katerim imamo opravka. 
Najstarejša in najenostavnejša ekstrakcijska tehnika je ekstrakcija s topili oz. LLE (ang. 
liquid – liquid extraction). Pri tej tehniki gre za porazdeljevanje med dvema tekočima 
fazama, izmed katerih eno predstavlja naš vzorec. Po navadi je ena faza organska, druga 
pa vodna. Bolj polarni analiti se bodo posledično raje zadrževali v vodni, manj polarni 
pa v organski fazi. Pomembno je, da se tekočini med seboj ne mešata ter da se topnost 
analita med obema fazama čim bolj razlikuje. Zgolj tako lahko dosežemo maksimalno 
ločbo. Med obema tekočima fazama se vzpostavi ravnotežje, kar pomeni, da analit iz 
ene v drugo fazo še vedno prehaja, vendar je njegova koncentracija v obeh približno 
konstantna. To ravnotežje opisuje porazdelitveni koeficient. Iz računskih izpeljav sledi 
splošno vodilo, da je bolje večkrat ponoviti ekstrakcijo z manjšo količino topila kot pa 
obratno. 
Poleg ekstrakcije s topili se za ekstrakcijo iz tekočih vzorcev uporabljajo tudi 
ekstrakcija na trdno fazo oz. SPE (ang. solid phase extraction), mikroekstrakcija na 
trdno fazo oz. SPME (ang. solid phase microextraction), mikroekstrakcija v kapljico oz. 
SDME (ang. single-drop microextraction), ekstrakcija na magnetno mešalo oz. SBSE 
(ang. stir-bar sorptive extraction) in druge. 
Za ekstrakcijo iz trdnih vzorcev lahko uporabimo Soxhletovo ekstrakcijo, ekstrakcijo s 
superkritičnim fluidom oz. SFE (ang. supercritical fluid extraction), ekstrakcijo z 
mikrovalovi oz. MAE (ang. microwave assisted extraction), ultrazvočno ekstrakcijo oz. 
UAE (ang. ultrasound-assisted extraction), ekstrakcijo s topili pod tlakom oz. PLE 




3.2.1. Ekstrakcija na trdno fazo 
 
Široka uporaba ekstrakcije na trdno fazo se je začela v sedemdesetih letih prejšnjega 
stoletja, ko se je razširila proizvodnja ekstrakcijskih kolon za enkratno uporabo. 
Uporablja se za izolacijo neke snovi iz vzorca in predkoncentracijo. V osnovi gre pri tej 
separacijski tehniki za ločevanje želene komponente od matrice, tako da se prva 
selektivno adsorbira na trdni nosilec v koloni, preostala tekočina pa steče skozi. Tehnika 
je do neke mere podobna nekaterim kromatografskih tehnikam, predvsem afinitetni 
kromatografiji. Stacionarne faze, ki se jih uporablja pri HPLC, se pogosto uporablja tudi 
pri ekstrakciji na trdno fazo [14]. Trdni sorbent je najpogosteje nanešen v ekstrakcijskih 
kolonah, pa tudi na diskih in v pipetnih konicah [16]. Na sliki 6 je prikazan 
poenostavljen prikaz kolone za SPE.  
 
 
Slika 6: Poenostavljeni prikaz zgradbe kolone za SPE 
 
Uporaba SPE temelji na več postopnih korakih: kondicioniranje sorbenta, nanos vzorca, 
spiranje interferenc, sušenje sorbenta in elucija analita. 
V prvem koraku sorbent namočimo z organskim topilom, ki solvatizira alkilne verige, 
da se te razprejo. To poveča površino za vezavo analita in omogoča boljši kontakt med 
analitom in sorbentom. V naslednjem koraku skozi kolono prečrpamo raztopino, ki je 
po sestavi podobna vzorcu, iz katerega bomo ekstrahirali. Če gre za vodno raztopino, 
torej prečrpamo deionizirano vodo. Temu sledi nanos vzorca, ki ga skozi kolono 
prečrpamo s pomočjo vakuumske črpalke oziroma ročnega potiska. S primerno izbiro 
sorbenta dosežemo, da se na trdnem nosilcu adsorbira le želena spojina. Dejansko pa je 
to zelo težko doseči, tako da pride tudi do adsorpcije snovi, ki so po kemijski zgradbi 
podobne analitu in imajo posledično podobno afiniteto do vezave na sorbent. V 
naslednjem koraku interference speremo s topilom, v katerem se analit ne raztaplja. 
Vrsta topila je odvisna od lastnosti analita, sorbenta in interferenc, ki jih v vzorcu 
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pričakujemo. V zadnjem koraku je potrebno iz kolone sprati še analit. Skozi kolono 
prečrpamo topilo, v katerem je analit dobro topen. Poskrbeti je treba, da je količina 
topila za elucijo čim manjša, saj lahko zgolj tako dosežemo dobro predkoncentracijo 
[16]. Na sliki 7 je prikazan celoten postopek ekstrakcije na trdno fazo.  
 
 
Slika 7: Ključni koraki ekstrakcije na trdno fazo 
 
3.2.2. Mikroekstrakcija na trdno fazo  
 
Mikroekstrakcijo na trdno fazo izvajamo s posebno mikroekstrakcijsko napravo, katere 
ključna komponenta je silikatno vlakno, prekrito z ustreznim sorbentom, ki mora imeti 
močno afiniteto do analita. Predkoncentracijo na SPME lahko izvajamo tako iz plinaste, 
kot tudi iz tekoče faze. Najpogostejši sorbent v uporabi je polidimetilsiloksan, ki ga 
odlikuje stabilnost pri visokih temperaturah. Ta lastnost je ključna v primeru sklopitve z 
GC, ko desorpcijo analita izvajamo direktno v injektorju plinskega kromatografa. 
Možna je tudi sklopitev s HPLC, vendar se ta izvaja redkeje. Posebna modifikacija te 
tehnike je ekstrakcija na magnetno mešalo oz. SBSE, katerega prekriva površina PDMS 
(polidimetilsiloksan). V primerjavi z SPME ima SBSE veliko večjo kapaciteto za 
vezavo analita [16] 
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3.2.3. Ekstrakcijske tehnike za trdne vzorce 
 
Soxhletovo ekstrakcijo izvajamo v posebni aparaturi, ki je povezana s povratnim 
hladilnikom. Tehnika temelji na kroženju organskega topila, ki ga kontinuirno 
segrevamo in ohlajamo. Ko organsko topilo obda trdni vzorec, se v njem raztopi delež 
analita. Topilo z analitom steče v bučko, ki jo segrevamo. Topilo po stranski cevki v 
obliki hlapov prehaja do povratnega hladilnika, kjer se spet ohladi, v tekoči obliki kaplja 
nazaj na vzorec in ponovno raztaplja analit. Tak proces se potem nekaj časa ponavlja, 
analit pa se koncentrira v bučki [16].  
Ekstrakcija s topili pod tlakom se izvaja v posebni aparaturi, katere osnovne 
komponente so rezervoar za topilo, črpalka, termostatirana pečica z vzorčno celico in 
zbiralna viala. Ko vzorec postavimo v vzorčno celico znotraj pečice, sistem vzorčno 
celico napolne s topilom pod tlakom za nekaj minut. Po končanem procesu tlak popusti, 
skozi vzorec pa steče nekaj mililitrov svežega topila. Nazadnje vzorčno celico 
prepihamo še z dušikom, ekstrahirane spojine pa se skupaj s topilom zberejo v viali 
[16].  
Pri mikrovalovni ekstrakciji vzorec s topilom v bučki, ki je povezana s povratnim 
hladilnikom, izpostavimo mikrovalovnemu sevanju. Topilo se posledično segreje, začne 
hlapeti, se pod vplivom povratnega hladilnika zopet ohladi in kaplja nazaj v bučko. Ta 
proces se nekajkrat ponovi, analit pa pri tem prehaja iz trdnega vzorca v organsko 
topilo. Čas ekstrakcije je po navadi med 5 in 20 min. Izbrati moramo topilo, ki absorbira 














3.3. Analizne metode za določanje nepolarnih BTA 
 
V tem poglavju se bom posvetil opisu do sedaj razvitih metod za določanje nepolarnih 
benzotriazolov iz različnih okoljskih vzorcev. Zaradi večjega obsega literature se bom 
osredotočil predvsem na tiste metode, kjer so določali oba analita, ki sem jih v 
eksperimentalnem delu obravnaval tudi sam, torej UV-326 in UV-328.  
Metode se v grobem razlikujejo glede na to, ali se analit nahaja v trdnem, ali pa v 
tekočem vzorcu. Posledično se aplicirajo različne ekstrakcijske tehnike.   
Za analizo nepolarnih benzotriazolov sta v uporabi predvsem GC in HPLC z njenima 
naprednejšima modifikacijama tekočinska kromatografija z zelo visoko ločljivostjo 
(UPLC) in tekočinska kromatografija z zelo visoko hitrostjo (UFLC),  sklopljeni z MS 
oziroma MS/MS detektorjem. Uporaba fluorescenčnega detektorja in DAD detektorja je 
v literaturi [5] za detekcijo  UV-328 odsvetovana,  čeprav se je detekcija z DAD v 
preteklosti že uspešno uporabila [3].  
 
3.3.1. Separacije s tekočinsko kromatografijo (HPLC/UPLC/UFLC)  in detekcija 
z MS ali MS/MS 
 
V literaturi omenjajo uporabo izključno reverznofaznih kromatografskih kolon, pri 
katerih so na trdni silikatni nosilec vezane oktadecilne skupine oz. C18 skupine. Metode 
zahtevajo visoke deleže nepolarne komponente v mobilni fazi [5]. Kim in sodelavci so 
pri razvoju UFLC-MS/MS metode za določanje BUVS testirali dve različni 
kromatografski koloni, in sicer Zorbax Extend-C18 (1,8 μm, 100 mm × 2,1 mm) in 
Ascentis express C18 (2,7 μm, 100 mm × 2,1 mm). Koloni se razlikujeta samo v 
velikosti delcev polnila. Ascentis express se je zaradi višje zmogljivosti in manjših 
tlakov, potrebnih za potisk mobilne faze, izkazala za optimalno izbiro [17,18]. 
Montesdeoca-Esponda in sodelavci so za optimizacijo UPLC-MS/MS metode  
uporabljali kromatografsko kolono Acquity BEH C18 (1,7 μm , 50 mm × 2,1 mm) [19], 
Ruan s sodelavci pa je za optimizacijo HPLC-MS/MS metode uporabil kromatografsko 
kolono Symmetry Shield C18 (5 μm, 150 mm × 4,6 mm) [20]. Glavna razlika med 
izborom kolon različnih raziskovalnih skupin je v velikosti delcev v kromatografski 
koloni, katere izbor variira glede na to, ali imamo na voljo naprednejša UPLC/UFLC 
sistema, ali pa imamo opravka s standardnim HPLC. Prva dva torej omogočata izbor 
kolone z manjšimi delci polnila, katerega posledici sta boljša ločljivost in občutljivost, 
pa tudi hitrejši čas analize. Temperatura kromatografske kolone je bila pri vseh treh 
omenjenih raziskovalnih skupinah enaka: 40 °C.   
Ruan in sodelavci so se za separacijo analitov poslužili gradientne elucije, pri kateri se 
je gradient začel z 80 % metanola (MeOH) in 20 % H2O, potem pa je delež MeOH 
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20 min linearno naraščal do 100 %. Pretok mobilne faze je znašal 1 mL/min, pod temi 
pogoji pa sta se UV-326 in UV-328 eluirala z retencijskima časoma 15,8 in 15,4 min 
[20]. Montesdeoca-Esponda s sodelavci pa je pri uporabila izokratsko elucijo s 100 % 
MeOH. pH topila je znašal približno 2,5, dosegli pa so ga z dodajanjem metanojske 
kisline, katere končna količina je znašala 0.1 %. Pretok mobilne faze je znašal 
0.9 mL/min. Posledica uporabljenih parametrov je bila koelucija UV-326 in UV-328 
[19]. Gradientno elucijo je uporabil tudi Kim s sodelavci, za mobilno fazo pa so 
uporabljali MilliQ vodo z 0,1 % metanojsko kislino (A) in MeOH z 10 mM amonijevim 
acetatom (B). Prvi dve minuti je gradient znašal 80 % A in 20 % B, med 3 min in 8 min 
je bila mobilna faza 5 % A in 95 % B, od 8 do 13 min pa 100 % B. Pretok mobilne faze 
je znašal 0,2 mL/min, injicirali pa so 10 μL vzorca. Pri teh pogojih so bili opazni 
simetrični in intenzivni kromatografski vrhovi. UV-326 in UV-328 sta se eluirala pri 
10,7 in 11,4 min [17]. Vse tri raziskovalne skupine poročajo o nizkih mejah zaznave za 
razvite metode.  
Vse tri raziskovalne skupine so se za detekcijo analitov poslužile sklopitve z MS/MS. 
Tako Kim s sodelavci kot tudi skupina Montesdeoca-Esponda s sodelavci je za 
detekcijo UV-326 in UV-328  uporabljala pozitivno ionizacijo z elektrorazprševanjem 
oz. ESI+.  Ruan s sodelavci pa je uporabljal pozitivno ionizacijo z razprševanjem  pri 
atmosferskem tlaku oz. APCI+. Vse tri skupine so uporabljale trojni kvadrupolni masni 
analizator [17,19,20].  
 
3.3.2. Separacije z uporabo GC in detekcije z MS ali MS/MS 
 
Plinska kromatografija je glede na podatke v literaturi prevladujoča izbira za separacijo 
nepolarnih benzotriazolov. Veliko večino BUVS je z uporabo GC-MS ali pa GC-
MS/MS možno določati brez derivatizacije, saj so sami po sebi dovolj hlapni [5].  
Nakata in sodelavci si pri dveh različnih raziskavah, kjer so določali koncentracije štirih 
BUVS (UV-320, UV-326, UV-327 in UV-238) v morskih in obmorskih organizmih v 
Ariaškem morju [21] in odpadnem blatu japonskih čistilnih naprav [22], uporabljali 
GC-MS tehniko.  Uporabljali so kapilarno GC kolono iz kremenčevega stekla HP-5MS 
proizvajalca Agilent Technologies z dimenzijami (30 m × 0,25 mm), debelina filma pa 
je bila 0,25 µm. Temperaturni program se je z 80 °C postopno povečeval s hitrostjo 
10 °C/min do končne temperature 160 °C, pri kateri je analiza potekala še nadaljnjih 
10 min. Zatem je temperatura naraščala s hitrostjo 3 °C/min do 300 °C, kjer je analiza 
potekala še nadaljnjih 15 min. Temperaturi injektorja in detektorja sta znašali 270 °C in 
300 °C, nosilni plin pa je bil He. Poročali so o retencijskem času 32,79 min za UV-326 
[21]. 
Carpinteiro s sodelavci pa je za določanje BUVS v hišnem prahu uporabljal GC-
MS/MS metodo.  Separacije so izvajali na Varian Factor Four BP-5 tipu kolone z 
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dimenzijami (30 m × 0,25 mm), debelina filma pa je znašala 0,25 μm. Temperaturni 
program se je začel pri 80 °C, po eni minuti se je temperatura začela linearno 
povečevati s hitrostjo 12 °C/min do 245 °C, potem pa s 25 °C/min do 285 °C, kjer je 
analiza potekala še nadaljnjih 10 min. Temperatura injektorja je znašala 280 °C, za 
nosilni plin pa so uporabili helij s pretokom 1,2 mL/min. Poročali so o retencijskih časih 
med 17 in 18 min za UV-326, UV-327 in UV-328 [23].  
Uporabe GC/MS-MS tehnike so se prav tako poslužili tudi Liu in sodelavci. Separacija 
je potekala na enaki koloni, kot so jo uporabljali Nakata in sodelavci. Do razlike pa je 
prišlo v temperaturnem programu. Temperaturni program se je začel pri 80 °C, po dveh 
minutah je začela temperatura linearno naraščati s hitrostjo 15 °C/min do 280 °C. Pri tej 
temperaturi je potem analiza potekala še nadaljnjih 6 min. Temperatura injektorja je 
znašala 280 °C, za nosilni plin pa so prav tako kot ostale raziskovalne skupine tudi tu 
uporabili helij, in sicer s pretokom 1,656 mL/min. Retencijski čas za UV-326 je bil 15,7 
min, UV-328 pa v raziskavi ni bil zajet [24].  
Nakata je s sodelavci izvajal detekcijo z MS v TIC in SIM načinu. Detektor je meril 
signal m/z vrednosti 300, 315 in 272 za UV-326 in 322, 351 in 336 za UV-328. 
Natančnejši parametri MS detekcije v članku niso bili podani [21]. Tako Liu s sodelavci 
[24] kot tudi Carpinteiro s sodelavci [23] so za način ionizacije izbrali elektronsko 
ionizacijo oz. EI. Prvi so za kvantifikacijo UV-326 uporabili m/z vrednost 119,1, UV-
328 pa, kot že omenjeno, ni bil vključen v raziskavo. Drugi pa so za kvantifikacijo UV-
326 uporabili m/z vrednosti 147 in 272, za kvantifikacijo UV-328 pa m/z vrednost 252.  
 
3.3.3. Ekstrakcija iz vodnih vzorcev 
 
Kar se tiče tehnik za ekstrakcijo BUVS iz vodnih vzorcev, je najpogosteje v uporabi 
SPE. Liu je s sodelavci uporabil Oasis HLB 6 mL kolono s 500 mg polnila, ki temelji na 
polimernem reverzno-faznem sorbentu. Kolona je bila najprej kondicionirana s 6 mL 
diklorometana (DCM), nato s 6 mL MeOH, nazadnje pa še s 6 mL MilliQ vode. Vzorec 
je skozi kolono tekel s pretokom 5-10 mL/min. Steklovino, v kateri se je vzorec nahajal, 
so sprali z dvema 50 mL alikvotoma raztopine MilliQ vode, ki je vsebovala 5 % (v/v) 
MeOH. Oba alikvota sta stekla skozi kolono.  Zatem so se kolone vakuumsko sušile 1 h. 
Elucija analitov je potekala s 3×2 mL MeOH/DCM v volumskem razmerju 1:1. 
Ekstrakti so bili posušeni v toku dušika in raztopljeni v 950 μL acetona in 50 μL benzil 
cinamata s koncentracijo 10 mg/L. V zadnjem koraku so bili ekstrakti prefiltrirani skozi 
membranski filter z velikostjo por 0,22 μm v 2 mL vialo. Pred samim postopkom SPE 
so bili 1 L vodni vzorci prefiltrirani skozi filter iz steklenih vlaken z velikostjo por 0,7 
μm, pH raztopine pa je bil naravnan na 2. Pri sami optimizaciji metode je bila poleg 
vrednosti pH=2 testirana tudi vrednost pH=5. Ker so pri raziskavi določali tudi nekatere 
polarne benzotriazole, pri katerih so bili izkoristki pri nižjem pH mnogo boljši, so se 
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odločili za vrednost pH=2, čeprav sama pH vrednost na izkoristke UV-326  ni imela 
večjega vpliva. Izkoristki ekstrakcije so znašali med 79 in 130 % [24].  
Kameda s sodelavci pa se je ekstrakcije na trdno fazo lotil na nekoliko drugačen način. 
Vzorec je bil sprva prefiltriran skoti filter iz steklenih vlaken z velikostjo por 1 μm. V 
naslednjem koraku so 1 L vzorca dodali po 1 μg benzofenona-d10, benzil cinamata, 
metolaklora-d6 in popolnoma devteriranega 1-terc-butil-3,5-dimetil-2,4,6-  
trinitrobenzena. Vzorec je potem s pretokom 10 mL/min stekel skozi dve zaporedni 
koloni, in sicer DSC-18LT z monomerno vezanimi oktadecilnimi skupinami in DSC-PH 
s polimerno vezanimi aminopropilnimi skupinami proizvajalca Discovery. Po 
odstranjevanju vode s centrifugo so bili analiti eluirani z 10 mL DCM, temu pa je 
sledila koncentracija na 0,2 mL. Izkoristki so znašali med 80 in 113 % [25].  
Prav tako se je SPE ekstrakcije poslužila tudi  skupina Montesdeoca-Esponda s 
sodelavci [19]. Pri ekstrakciji so uporabljali Oasis HLB kolono z 200 mg polnila. 
Kolona je bila najprej kondicionirana s 5 mL MeOH in 5 mL MilliQ vode s pretokom 
5 mL/min. Nato je skozi kolono steklo 100 mL vzorca s pretokom 10 mL/min. Pri višjih 
vrednosti bi bil presežen prebojni volumen, kar pomeni, da bi bilo analita v vzorcu več, 
kot ga je kolona sposobna zadržati. Kolona je bila nato sprana z 2 mL MilliQ vode s 5 
%(v/v) MeOH. Vsebnost MeOH je pri spiranju nujna, saj se le tako lahko znebimo 
nekaterih nečistoč, vezanih na polnilo kolone, hkrati pa količina ne sme biti previsoka, 
saj bi tako lahko sprali tudi nekaj analita, kar bi se nedvomno odražalo v slabših 
izkoristkih. Analite so s kolone eluirali s 5 mL MeOH s pretokom 1 mL/min. Pri 
optimizaciji se je tako kot pri drugih virih [24] izkazalo, da so izkoristki ekstrakcije 
najboljši pri nižjih pH vrednostih, zato so tudi tu pH vzorca pred samo analizo naravnali 
na vrednost 3. Izkoristki ekstrakcije so znašali med 70 in 88 %. V isti raziskavi so 
uspešno uporabili in optimizirali tudi tehniko ˝online˝ SPE.   
Med skupino Liu s sodelavci in Montesdeoce-Esponda s sodelavci lahko opazimo kar 
nekaj podobnosti, kar lahko uporabimo kot splošna vodila glede ekstrakcije nepolarnih 
benzotriazolov iz vodnih vzorcev. Obe skupini sta za ekstrakcijo uporabili enako vrsto 
kolone, vendar z različno količino polnila. Prav tako sta obe skupini kolono spirali s 5 
%(v/v) MeOH v MilliQ vodi, oboji pa so prišli tudi do enake ugotovitve glede 
optimalnega pH vzorca. Ta se sklada tudi z dejstvom, da gre pri nepolarnih 
benzotriazolih v veliko primerih za šibke kisline, ki se bodo v kislem okolju nahajale v 
protonirani (neionski) obliki in se bodo posledično v vodi raztapljale v manjši meri, 
izkoristki pa bodo tako boljši.   
V literaturi [26,27] zasledimo tudi zanimivo alternativo ekstrakciji na trdno fazo, in 
sicer ekstrakcijo na magnetno mešalo, prevlečeno s PDMS, oz. SBSE. Dokaj 
nezahteven postopek je razvila skupine Montesdeoce-Esponda s sodelavci [26]. V 
prvem koraku ekstrakcije so predhodno očiščeno magnetno mešalo, prevlečeno s 
PDMS, vstavili v 25 mL vzorca s 30 %(v/v) MeOH. Mešanje je potekalo 120 min pri 40 
°C, hitrost pa je znašala 700 obratov na minuto. Zatem so magnetno mešalo odstranili z 
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magnetno palico, ga sprali z ˝ultrapure˝ vodo in posušili. Desorpcija analitov je potekala 
kemijsko, in sicer s potapljanjem magnetnega mešala v stekleno vialo z 1,5 mL 
acetonitrila. Vialo z magnetnim mešalom so nazadnje pri 60 °C za 20 min izpostavili 
ultrazvočnim valovom. Celotni postopek je bil optimiziran na podlagi štirih 
dvonivojskih spremenljivk: pH, temperatura, čas ekstrakcije in ionska moč. Izkazalo se 
je, da lahko pri nižjem pH pričakujemo boljše izkoristke, čeprav je razlika v primerjavi 
z nevtralnim pH dokaj majhna. Prav tako lahko boljše izkoristke pričakujemo ob 
ekstrakciji pri višji temperaturi, vseeno pa ta ne sme biti previsoka, saj bi s tem lahko 
hitreje uničili fazo PDMS. Dodatek soli vzorcu ni potreben. Izkoristka za UV-326 in 
UV-328 sta znašala približno 60 %. 
V literaturi lahko zasledimo tudi uporabo drugih tehnik, kot sta SPME [28] in LLE [22], 
vendar so te v manjšini.  
3.3.4. Ekstrakcija iz trdnih vzorcev 
 
Med ekstrakcijskimi tehnikami za ekstrakcijo iz trdnih vzorcev najpogosteje zasledimo 
uporabo Soxhletove ekstrakcije [6, 21, 22], pa tudi PLE [20, 24, 29], ekstrakcijo s topili 
z visoko hitrostjo oz. HSSE (ang. high speed solvent extraction) [18] in ekstrakcije s 
stresanjem [30].  
Nakata je s sodelavci Soxhletovo ekstrakcijo uporabil pri ekstrakciji BUVS iz 
biološkega tkiva. Pred ekstrakcijo so nekaj gramov tkiva strli skupaj s kristali Na2SO4. 
Zmes so potem 5 h ekstrahirali v Soxhletovi aparaturi z zmesjo DCM in heksana v 
razmerju 8:1. Na enak način so ekstrahirali tudi sedimentne vzorce, le da so bili ti pred 
ekstrakcijo še posušeni z zamrzovanjerm. Ekstrakt je bil nato koncentriran in prečiščen 
z uporabo velikostno-izključitvene kromatografije in kolone na osnovi silikatnega gela 
[6, 21, 22]. 
 Liu je s sodelavci vzorce odpadnega blata najprej posušil z zamrzovanjem. V 
naslednjem koraku so 1 g vzorca postavili v 11 mL celico iz nerjavečega jekla. Na dnu 
celice sta se nahajala dva celulozna filtra s sorbenti za znotrajcelično čiščenje. Pri 
ekstrakciji BUVS so kot sorbente uporabili 1g Na2SO4, 1g SiO2 in 1 g Cu prahu. 
Preostali volumen celice so zapolnili s peskom, spranim s kislino. Na vrh celice so 
postavili še zadnji celulozni filter. Ekstrakcija je potekala z zmesjo n-heksana in DCM v 
volumskem razmerju 1:1 v dveh petminutnih ciklih pri temperaturi 120 °C. Vsak 
ekstrakt je bil posušen v toku dušika in ponovno raztopljen v 950 μL acetona in 50 μL 






3.3.5. Pregled opisanih metod 
 
V tabelah 2 in 3 se nahaja pregled nekaterih izmed omenjenih metod z mejo zaznave oz. 
LOD (ang. limit of detection) 
 
Tabela 2: Pregled nekaterih izmed omenjenih metod za analizo tekočih vzorcev z mejo 
zaznave oz. LOD (ang. limit of detection) za specifične analite 
 
SPE – ekstrakcija na trdno fazo, SBSE – ekstrakcija na magnetno mešalo, UPLC – tekočinska 
kromatografija z zelo visoko ločljivostjo, MS/MS – tandemska masna spektrometrija 
 
Tabela 3: Pregled nekaterih izmed omenjenih metod za analizo trdnih vzorcev z mejo 
zaznave oz. LOD (ang. limit of detection) za specifične analite 
 
HSSE – ekstrakcija s topili z visoko hitrostjo, PLE – ekstrakcija s topili pod  tlakom, GC – plinska 
kromatografija, UPLC – tekočinska kromatografija z zelo visoko ločljivostjo, MS – masna spektrometrija, 








Vzorec Analiti Metoda LOD [ng/L] Ref.
morska voda UV - 326, UV - 328 SPE  - UPLC - MS/MS 15,0 in 5,5 [19]
odpadna voda UV - 326, UV - 328 SPE - UPLC - MS/MS 15,0 in 5,8 [19]
podtalnica UV - 326, UV - 329 SPE - GC - MS/MS 1,5 in 5,6 [24]
morska voda UV - 326, UV - 328 SBSE - UPLC - MS/MS 51,1 in 20,1 [26]
odpadna voda UV - 326, UV - 328 SBSE - UPLC - MS/MS 55,1 in 25,7 [26]
Vzorec Analiti Metoda LOD [ng/g] Ref.
morski organizmi UV - 326, UV - 328 Soxhlet - GC - MS 0,10 in 0,15 [6]
ribe UV - 326, UV - 328 HSSE - UPLC -MS 0,0002-0,009 [18]
odpadno blato UV - 326, UV - 329 PLE - GC - MS/MS 0,3 in 8,2 [29]
čistilnih naprav  
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4. Eksperimentalno delo 
 
4.1. Uporabljene kemikalije, topila in laboratorijska oprema 
 
 Standardi uporabljenih benzotriazolov 
 CLBZ  -  5-klorobenzotriazol, 99 %, Aldrich, ZDA 
 
 TBZMF -  2-terc-butil-6-(5-kloro-2H-benzotriazol-2-il)-4-metilfenol, 98 %, 
Aldrich, ZDA 
 
 BZPF  -  2-(2H-benzotriazol-2-il)-4,6-di-terc-pentilfenol, 98 %, Aldrich, ZDA 
 
Topila in mobilne faze 
 MQ – MilliQ voda, MilliQ water system, Millipore, ZDA 
 
 Aceton (HPLC grade), Honeywell, ZDA 
 
 ACN - acetonitril (HPLC grade), Fisher Chemical, Velika Britanija 
 
Laboratorijska oprema 
 HPLC instrument 1100 Series podjetja Agilent Technologies (ZDA) 
 
 Hladilnik za hranjenje kemikalij, Kirsch 
 
 Biohit Proline Plus avtomatska pipeta, 100 – 1000 µL 
 












4.2. Priprava osnovnih standardnih raztopin 
Osnovne standardne raztopine so bile pripravljene že pri preteklih raziskovalnih delih. 
Natehtanih je bilo približno 10 mg (oziroma 5 mg) vsakega standarda, tehtanje je 
potekalo na ladjicah iz aluminijaste folije na mikrotehtnici.  Standard je bil prenesen v 
10 mL bučke (oziroma 5 mL bučke, če je bila masa natehtanega standarda 5 mg) in 
raztopljen v nekaj mL acetona. V zadnjem koraku so bile bučke z acetonom dopolnjene 
do oznake in premešane. Končna koncentracija osnovnih standardnih raztopin je znašala 
približno 1 mg/mL. Osnovne standardne raztopine so bile hranjene v hladilniku.  
 
4.3. HPLC metoda 
Pri eksperimentalnem delu sem uporabljal tekočinski kromatograf visoke ločljivosti 
1100 Series podjetja Agilent Technologies (ZDA). Za separacijo sem uporabljal 
kromatografsko kolono Kinetex XB - C18 proizvajalca Phenomenex (ZDA). Dimenzije 
kolone so bile 150 mm x 4,6 mm, velikost delcev je bila 5 µm, velikost por pa 100 Å. 
Tekočinski kromatograf so sestavljali modul za razplinjevanje, kvarterna črpalka, 
avtomatski vzorčevalnik in DAD detektor. Na podlagi pregledanih podatkov v literaturi 
[3] sem izbral valovne dolžine, pri katerih sem detektiral analite: 290 nm, 304 nm in 
350 nm. Pretok mobilne faze sem nastavil na 0,7 mL/min. Skozi analizo je bil pretok 
konstanten. Mobilna faza je bila sestavljena iz MQ in ACN. 
 
4.4. Rezultati in razprava 
Eksperimentalno delo sem začel z optimizacijo HPLC metode. Glavni cilj optimizacije 
je bil skrajšanje časa analize v primerjavi z metodo iz literature, iz katere sem izhajal 
[3]. Ob tem sem želel ohranili dobro ločene ter ostre in lepo oblikovane vrhove na 
kromatogramu. Najprej sem si iz predhodno pripravljenih osnovnih standardnih 
raztopin pripravil novo raztopino s koncentracijo približno 50 mg/L. Ta raztopina je 
vsebovala vse tri spojine benzotriazolov, s katerimi sem imel opravka. Za dosego 
svojega cilja sem s preizkušanjem manipuliral delež posameznih komponent mobilne 
faze ter strmino, s katero delež manj polarne komponente v mobilni fazi narašča. Za 
najbolj ugodnega se je izkazal gradient, prikazan v tabeli 4. Krajši čas analize je sicer 
možno doseči, vendar ob večjem deležu manj polarnega ACN  na začetku analize 
oziroma hitrejšemu naraščanju le-tega pride do skorajšnjega prekrivanja vrha ClBZ z 
vrhom, ki pripada topilu. To bi v primeru uporabe raztopin s koncentracijo, višjo od 
50 mg/L, lahko predstavljalo težavo. Ob uporabi optimalnega gradienta mobilne faze so 
se spojine iz kolone eluirale z retencijskimi časi, predstavljenimi v tabeli 5. Na slikah 8 





Tabela 4: Optimalni gradient mobilne faze 
                                     
 
 





Slika 8: Izsek kromatograma za valovno dolžino detekcije 290 nm po injiciranju 
standardne raztopine benzotriazolov s približnimi koncentracijami  50 mg/L in ob 
uporabi optimalnega gradienta 
 










Slika 9: Izsek kromatograma za valovno dolžino detekcije 350 nm po injiciranju 
standardne raztopine benzotriazolov s približnimi koncentracijami  50 mg/L in ob 
uporabi optimalnega gradienta 
 
Zatem sem se lotil priprave umeritvene krivulje. Pripravil sem si raztopine iz vseh treh 
analiziranih spojin, s približnimi koncentracijami 5, 10, 20, 30, 40 in 50 mg/L. Vsako 
izmed teh sem trikrat injiciral. Integracijo kromatografskih vrhov sem izvajal pri 
različnih valovnih dolžinah, glede na to, kje ima posamezna spojina absorpcijski 
maksimum. DAD detektor je sicer meril pri 290 nm, 304 nm in 350 nm, vendar sem se 
odločil, da bom ploščini tako TBZMF kot BZPF določil pri 350 nm, saj so bili vrhovi 
obeh spojin pri tej valovni dolžini veliko bolj izraziti. Poleg tega je iz literature [3] 
razvidno, da imata obe spojini zelo podoben UV spekter. Ploščino kromatografskega 
vrha za ClBZ sem določil pri 290 nm.  Za izris umeritvenih krivulj (Slike 10-12) sem 
upošteval povprečje vseh treh dobljenih ploščin za vsako spojino pri vsaki izmed prej 
naštetih koncentracij, približne koncentracije pa sem korigiral glede na dejansko 
koncentracijo osnovnih standardnih raztopin.  
V primeru ClBZ in BZPF je metoda linearna za koncentracijsko območje 5 mg/L – 
50 mg/L, saj je vrednost kvadrata korelacijskega koeficienta višja od 0,99. Drugače se je 
izkazalo pri pripravi umeritvene krivulje za TBZMF. Kjer je bila koncentracija tega 
analita 50 mg/L, odziv ni bil več linearen, kar je bilo razvidno iz vrednosti kvadrata 
korelacijskega koeficienta, ki je bil manjši od 0,99. Vrednost pri koncentraciji 50 mg/L 
sem bil posledično primoran zavreči. Metoda za TBZMF je torej linearna v območju 
5 mg/L – 40 mg/L, saj je samo za to območje vrednost kvadrata korelacijskega 




Slika 10: Umeritvena krivulja za raztopino ClBZ v acetonitrilu 
 
 
Slika 11: Umeritvena krivulja za raztopino TBZMF v acetonitrilu 
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Slika 12: Umeritvena krivulja za raztopino BZPF v acetonitrilu 
 
V naslednji stopnji sem na podlagi izračunanih povprečnih ploščin kromatografskih 
vrhov ter standardnih odmikov za vsako spojino pri vseh koncentracijah izračunal 
relativni standardni odmik oziroma RSD (ang. relative standard deviation), ki je merilo 
za to, kako ponovljiva je metoda. Izkazalo se je, da je ta dobro ponovljiva v celotnem 
linearnem koncentracijskem območju pri vseh spojinah, saj je RSD povsod manjši od 
5 %. Največja ponovljivost je bila dosežena pri spojinah TBZMF in BZPF, kjer je RSD 
za večji del koncentracijskega območja manjši od 1 %. Rezultati so podani v Tabeli 6.  
 
Tabela 6: Povprečne ploščine kromatografskih vrhov ter relativni standardni odmiki za 
vse analizirane spojine pri vseh upoštevanih koncentracijah 
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                  CLBZ                     TBZMF                      BZPF
ɣprb. [mg/L] Spovpr. RSD [%] Spovpr. RSD [%] Spovpr. RSD [%]
5 118 1,4 176 0,5 135 0,9
10 225 1,5 345 1,1 248 0,9
20 462 1,0 699 0,5 532 1,2
30 680 3,7 1005 0,2 788 0,6
40 895 2,2 1243 0,6 1016 1,0





V diplomskem delu sem se posvetil pregledu do sedaj razvitih metod za določanje 
nepolarnih benzotriazolov iz raznovrstnih okoljskih vzorcev. Glede na tip vzorca se 
razlikujejo ekstrakcijske tehnike, uporabljene v metodah. Za analizo vodnih vzorcev je 
najpogosteje v uporabi ekstrakcija na trdno fazo, ki pa je dolgotrajen proces in zahteva 
velike količine topila. Prav tako je uporaba ekstrakcije na magnetno mešalo dolgotrajna 
tehnika, ki pa zahteva manjše količine topil in je zato okolju bolj prijazna. Njena slabost 
je precej višja meja zaznave v primerjavi z ekstrakcijo na trdno fazo. Med 
ekstrakcijskimi tehnikami za analizo trdnih vzorcev prevladuje Soxhletova ekstrakcija, 
ki je prav tako dolgotrajna tehnika, ki zahteva dokaj velike količine topil. Njeno slabost 
predstavlja tudi meja zaznave, ki je v primerjavi z ekstrakcijo s topili z visoko hitrostjo 
precej višja.  
Separacija nepolarnih benzotriazolov poteka izključno na kromatografskih kolonah za 
tekočinsko oziroma za plinsko kromatografijo, kot detektor pa je v literaturi 
najpogosteje v uporabi MS oziroma MS/MS. Posamezni postopki in pogoji separacij so 
si med seboj precej podobni. 
Sam sem v eksperimentalnem delu optimiziral pogoje za separacijo nepolarnih 
benzotriazolov na koloni za tekočinsko kromatografijo z visoko ločljivostjo. Pri analizi 
treh spojin sem dosegel dobro ponovljivost. RSD faktorji so povsod znašali manj kot 
3,7 %, metoda pa je bila linearna v območju 5-50 mg/L za CLBZ in BZPF ter v 
območju 5-40 mg/L za TBZMF. Vrhovi so bili ostri in dobro ločeni. Nepolarni 
benzotriazoli so po naravi močno lipofilne molekule, posledično je treba za spiranje s 
kromatografske kolone uporabiti visok delež nepolarne komponente v mobilni fazi.  
V prihodnosti bi bilo separacijo na HPLC morda dobro nadgraditi s separacijami na 
UPLC kolonah, kar bi znatno skrajšalo čas analize in povečalo ločljivost. Ta tehnika je 
tudi prevladujoča v pregledani literaturi. V primeru, da bi v okoljskih vzorcih 
pričakovali višje število različnih nepolarnih benzotriazolov, se mi zdi bolj smiselna 
uporaba MS oziroma MS/MS detektorja kot pa DAD detektorja. Kar se tiče 
ekstrakcijskih tehnik, se te seveda razlikujejo glede na tip vzorca, vsekakor pa bi bila 
smiselna uporaba več mikroekstrakcijskih tehnik, kar bi se odražalo v okoljski varčnosti 
in cenejšemu pristopu.  
Prisotnost nepolarnih benzotriazolov v okolju se z leti naglo viša, tako da je upravičeno 
pričakovati, da se bo ta trend nadaljeval tudi v prihodnje. Določene pomanjkljivosti do 
sedaj razvitih metod odpirajo še ogromno prostora za izboljšave in dodatno 
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